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D script! n 

La presente invention concerne de nouveaux derives peptidiques ayant une activite* antiagregante, leur 
procede de preparation et teurs applications en thdrapeutique et comme agents de diagnostic. 
5 De fagon plus precise, elte concerne des analogues peptidiques d'une sequence du fibrinogene 
utilisables notamment comme antagonistes du fibrinogene vis a vis des plaquettes sanguines. 

On sait qu'au cours de I'hemostase les plaquettes sanguines adherent au sous-endotheiium du 
vaisseau les^ t secretent leur contenu granulaire apres stimulation et agregent les unes aux autres pour 
former un thrombus plaquettaire. L'agregation depend des contacts qui s'etablissent entre membranes de 
io plaquettes adjacentes. Cette reaction est n^cessaire pour I'arret d'un saignement. Elle a cependant de 
nombreuses deviations pathologiques, notamment dans les cas de thromboses, veineuses ou arterielles, au 
cours du developpement d'une plaque d'atherome, ou de la formation de microthrombi qui peuvent 
obstruer la microcirculation pe>iphe>ique ou ceVgbrale. Le controle et la regulation de Tag rogation plaquet- 
taire sont done un objectif majeur dans ia prevention de la thrombose et de I'atheroscleVose et de 
-75 nombreuses etudes sont consacrees a la recherche et au developpement de molecules aux proprietes 
antiagregantes. 

Dans ce ,ph4nomene, le fibrinogene a un role important. Ainsi dans le plasma de' malades atteints ^ 
d'afibrinogenemie congenitale, I'agregation plaquettaire est fortement diminu^e ou absente et ce d£faut est 
corrige par I'injection de fibrinogene. De meme en 1'absence de fibrinogene, des plaquettes lavees . 
20 n'agregent pas a I'ADP ou a I'epinephrine. La presence de fibrinogene est done une necessite pour le 
developpement normal d'un thrombus plaquettaire. La participation du fibrinogene a I'agregation est due a 
I'induction d'un recepteur specifique pour cette proline sur la membrane de la plaquette activ^e. Tous les 
stimuli physiologiques de la plaquette induisent une classe unique de recepteur et ('interaction du 
fibrinogene avec ce recepteur regule I'agregation plaquettaire. II existe done un mecanisme de I'agregation 
25 plaquettaire, commun a tous les inducteurs, qui depend de Interaction entre le fibrogene et son recepteur. 
L'importance physiologique de cette voie de I'agregation plaquettaire dependante du fibrinogene est 
attestee par retude des thrombasthenies de Glanzmann dont les plaquettes ne fixent pas le fibrinogene et 
n'agregent pas en reponse a tous les stimuli physiologiques de la cellule. ^ 

En resume, le recepteur du fibrinogene n'est pas exprime sur la plaquette circulante, il est induit des 
30 que la cellule est stimuiee. Cette induction peut etre dependante ou independante de la reaction de 
secretion. Tous les stimuli expriment le meme recepteur et I'interaction entre le fibrinogene et le recepteur 
conduit directement a I'agregation. La dissociation du fibrinogene lie a la plaquette a pour consequence la 
desegregation des plaquettes. 

Dans ce contexte il est clair que si ('interaction entre le fibrinogene et son recepteur plaquettaire pouvait 
35 etre reguiee, ceci constituerait un moyen pour controler I'agregation in vitro et in vivo. . 

La presente invention vise precisement a fournir de nouveaux agents qui permettent d'inhiber, de 
reguler ou de mesurer seiectivement la voie de I'agregation dependante du fibrinogene. . . 

Des sequences peptidiques issues de la molecule de fibrinogene ont deja ete identifiees comme 
inhibant la fixation de cette proteihe sur les plaquettes et bloquant ainsi leur agregation, Ainsi E. Plow et 
40 coll. (Proc. Natl. Acad. Set. USA 82 8057, 1985) ont decrit i'activite de la sequence Arg-Gly-Asp-Ser 
(RGDS)" presente dans la chaTne alpha du fibrinogene. 

La presente invention a pour objet des analogues peptidiques de I'extremite C-terminale de la chaTne 
alpha du fibrinogene qui presentent un effet inhibiteur de la liaison fibrinogene-plaquette et de I'agregation 
plaquettaire. 

. 45 Ces derives peptidiques repondent a la formule generale suivante : 
X 1 - X 2 - Gly - Asp - X 3 - X 4 (I) 
dans laquelle 

50 X 1 represente I'hydrogene, un groupe N-protecteur, un residu d'acide amine ou un residu d'acide amine 
N- protege, 

X 2 represente un residu L-Arg ou D-Arg ( L-Orn ou D-Orn, N-aminocarbonyl -L-Om ou N-amino 
carbonyl-D-Orn, ou L-Lys ou D-Lys, 

. . X 3 represente un residu L-Trp, D-Trp, L-Leu, D-Leu, L-lle, D-lle, L-Phe, D-Phe ou un enchaTnement de 2 
55 ou 3 de ces residus, et 

X* represente un groupe -OH,-NH 2 ,-OR 1 avec R 1 representant un radical alkyle en Ci a C4, NHR 2 avec 

* La signification des sym boles et abr^viations utilises est donnSe . en annexe. 
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R 2 representant un radical alkyle en d a C* , ou un residu d'acide amine; 

Dans les groupes X 1 et X 4 les residus d'acides amines susceptibles d'etre utilises sont notamment les 
radicaux D ou L-pyroglutamyle, L ou D-alanyle, glycyle, L ou Oprolyle, L ou D-valyle, L ou D-ph6nylalanyle ( 
L ou D-homocyst^yle. L ou D-aspartyle, L ou D-glutamyle, L ou D-hystidyle. L ou D-m6thionyle, L ou D- 
5 thr^onyle, L ou D-s6ryle, L ou D-cysteMnyle, L ou D-leucyle, L ou D-arginyle. L ou D-tryptophanyie, L ou D- 
tyrosyle, L ou D-lysyle et L ou D-ornithyle. 

Dans le cas ou X 1 = X 4 = Cys le derive peptidique peut etre cyclise" par un pont difulfure en compose 
de formuie " 

Gly - Asp - X 3 

NH 

I 

CH - COOH 
I 

S - S CH 



x 2 
I 

CO 
p 

H 0 N-CH 
CH. 



Les groupes N-protecteurs physiologiquement acceptables sont notamment les groupes protecteurs de 
20 I'attaque en N-terminal des enzymes exopeptidases. Comme exemples de tels groupes on peut citer les 
groupes acyles tels que les groupes t-butyloxycarbonyle (Boc), tert-amyl-oxycarbonyle (t-Aoc), benzyloxy- 
carbonyle, benzoyle, ac§tyle, formyle, propanoyle. butanoyle, ph6nylac§tyle, phenylpropanoyle, cyclo 
pentylcarbonyle. 

La presente invention englobe egalement les equivalents des derives peptidiques de formuie I dans 
25 lesquels chaque liaison peptidique (-CO-NH-) entre deux residus d'acide amine de la formuie generale I est 
remplac£e par les structures suivantes : 

- CO-N(CH 3 )- ; -COO- ; -CH 2 -NH- ; -CS-NH- ; _ > 

- CO-CH2 ; CH2-S- ; -CHOH-CH2- ; ;HN-CO- ; ' ' . 
CH — CH- ; - CH2-CH2*. 

30 ou dans lesquels le squelette peptidique presente un ou plusieurs groupes intercale*s tels que des groupes 
-CH 2 -. -IMH-. -0-. 

Des de>iv6s peptidiques pr6f6r§s sont des peptides de formuie. 

H - Arg - Gly - Asp - Trp - OH 
35 et H - Arg - Gly - Asp - Phe - OH 

La presente invention a egalement pour objet : 

- une composition pharmaceutique comprenant a titre de principe actif un derive" peptidique de formuie 

40 - un agent de diagnostic comprenant un deVive* de peptidique de formuie I 

Les .derives peptidiques de formuie I peuvent etre prepares de maniere classique par synthese 
peptidique en phase liquide ou solide par couplages successifs des differents residus d'acides amines a 
incorporer (de rextremite* N-terminale vers rextremite C-terminale en phase liquide, ou de l*extr§mite C- 
terminale vers I'extr6mit§ N-terminale en phase solide) et dont les extr§mit§s N-terminales et les chaTnes 

45 laterales rSactives sont pr^alablement bloqu^es par des groupements tels que ceux mentionnSs ci-dessous 



1) Extremite N-terminale protegee par 

50 



55 



: Boc 
Bpoc 
Fmoc 
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2) 



Residu 



Groupement bloquant 
la chaine laterale 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



45 



Alanyle 

Arginyle 

Asparagyle 

Aspartyle 

Cysteyle 



G 1 u t amy le 

Glu taminyle 

Glycyle 

Hi s tydyle 

Isoleucyle 

Leucy,le 

L y s yle 



Met hionyle 

Nor leucy le 

Ornithyle 

Phenylalanyle 

Propyle 

Py roglutamyle 

Sarcosyle . 

Seryle 

Threonyle 

Try ptophany le 

Tyrosyle 

Valyle 



H 

tosyle 

H.xanthyle 

0-benzyle 

a cetamidome thyle (A cm), 4-methylbenzyle 
(Meb). 4 -methoxybenzyle ( Mob ) , S-ben- 
zy le 

0-benzyle 
xanthyle 

H • " . . . ' ' : 

tosyle, 2 - 4 ^dini t rophenyle ( Dnp ) 
H , • • • ■' : ; 

H • • ' ■ ■ ; - 

2-chlorobenzyloxycarbonyle ( Clz ) , tri- 
fluoroacetyle(TFA) , formyle (For) , ben- 
zy loxy ca r bony le ( Z ) 
H 

h . ' . ' • " • ; 

benzyloxycarbonyle 

H ■ , ■:' _ . 

H . • . ' 

h "; .. • 

H • . ' ' ' ' J . 

0-benzyle 

H, 0-benzyle 

H . formyle 

H, 2-6-dichlorobenzyle(dcb ) , 2-bromo- 

benzy loxy carbon y le 

H 



50 



55 



On peut utiliser differentes methodes de couplage : 

1 . Couplage des residus par un carbodiimide (ex : DCC, EDC) avec ou sans catalyse (ex : HOBT) ou 
autre agent couplant (ex : EEDQ) 

2. Utilisation des acides amines sous forme d'anhydrides symetriques preformes 

3. Utilisation des acides amines sous forme d'esters actives (ex : p-nitrophenylester, HOBT ester) et 
couplage par Pintermediaire de DCC. 

En synthese en phase solide (SPPS) le tableau I ci-dessous mentionne les differents types de resine 
utilisable ainsi que les protections et mSthodes adequates pour les differentes etapes. 
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Tableau I 



5 


Systeme 5PPS 
utilise 


Li aison 
peptide-rfesine 


Protection 
en alpha 


reactif de 
diprotection 


protection 
chalne laterale 


reactif de 
cl wage 






Rpnrvl pt for 

UCI'tJ ' Old 




TFA HC1 


Benzyl" 


HF, H8r 


10 


Stable 


Pam 


Boc. 


TFA, HC1 


8enzyl 


HF, HBr ■ 






Benzyl ester 


Bpoc . 


i r ft oil ue 


Benzyl 


Mr 






Benzyl ester 


Bpoc 


TFA dilue 


t-Butyl 


. HF 




Labile 


Ether resine 


Bpoc 


TFA dilufi 


t-Butyl . 


TFA 


75 


Orthogonal 


Ether rfisine . 


Fmoc 


Piperidine 


t-Butyl 


TFA 




Synthese de 
segment 


Ether resine 


Frcoc 


Piperidine 


Benzyl 


TFA 






t-Qutyl resine 


Fnoc 


Piperidine 


Benzyl 


. TFA 


20 




Hydrazine rfisine 


Fmoc 


Piperidine 


Benzyl 


TFA 




Ass emblement 
de segments 


Benzyl ester 


Fmoc 


Piperidine 


Benzyl 


hF 


25 


Peptides amides 


M3HA, 3HA - „■ 


Boc 


TFA, HC1 


Benzyl 


HF 


Peptides alcools 


Benzyl sster 


Boc 


TFA, HC1 


Benzyl 


LiBH 4 



30 



35 



40 



En synthese en phase solide le 1er acide amine* (extre*mite" C-terminale) a fixer sur la resine peut etre 
soit acquis commercialement d§ja attache" au support soit fixe" par I'intermediaire de sel de cesium 
(methode'de Gisin), d'un sel de te>am§thylammonium (m&hode de Loffet) ou d'un carbodiimide. 

Les exemples suivants illustrent la preparation des derives peptidiques de formule I 

Exemple 1 : 

Synthese du peptide 

H-Arg-Gly-Asp-Trp-OH (ouRGOW)'. * 

Ce peptide a ete synthetise en phase solide a partir d'une resine de type PAM (4-(oxym§thyl)- 
ph^nylacetamidom^thyl) presubstitu^e Boc-Trp(CHO)-PAM-r6sine dont la substitution est de 0,34 mmol 
Trp/g. Les acides amines prot4g£s utilises et leur milieu de solubilisation ont ete les suivants : 



50 



Derives 
Boc-Asp (0 BzX) 
Boc-Gly 
Boc-Arg (Tos) 



Solvant s 
OMC 
DMC 
DMF 



Chaque couplage a 6x6 realist en 2 heures par le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) catalyst par I'hydroxy 
benzotriazole (HOBT) et suivi par une acStylation de 30 minutes par ('anhydride antique. 

En cours de synthese les d^protections par Pacide trifluoroac^tique (TFA) et les coupiages ont 6x6 
55 contro les par un test de Kaiser. 

Le clivage final a et§ realise* par HF (10 ml HF/g) en presence d'ethanedithiol (1 ml /10 ml HF) pour 
protSger le tryptophane pendant 1 heure a 0*C. Apres lavage a lather, le peptide a 6x6 extrait par de 
Tacide ac£tique 45% puis 10% et lyophilise\ 
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Cependant ie groupement formyl (-CHO) utilise comme protecteur du Trp pendant la synthese est 
resistant a Pacide fluorhydrique (HF). Pour Peiiminer un 2eme traitement du peptide est necessaire : 

A cet effet on traite le peptide RGDW (For) par 75 ml d'hydroxylamine 0,03 M (H 2 N-OH,HCI) basifiee a 
pH 9 par de rammoniaque pendant plusieurs heures, en suivant par spectre d'absorption optique la 
5 disparition du groupement formyl a 300 nm et Tapparition du Tryptophane libre a 280 nm. 

Apres filtration sur Millex SR-0,5 u, le peptide obtenu a ete purifie sur colonne de Sephadex G 10 Sluee 
par de I'acide antique a 25% puis lyophilise 2 fois. 

L'analyse d'acides amines et le spectre d'absorption du RGDW montrent, ainsi que les chromatogra- 
phies en couche mince et I'HPLC, un produit pur au point de vue peptidique et organique, mais replant la 
;o presence d'une grande quantite de sel. Ceci s'explique par le traitement prealable de d^protection du 
Tryptophane par H 2 N-OH,HCI en presence de NhUOH qui entraTne la formation de chlorure d'ammonium 
. non- lyophilisabte. Les chlorures ont done dQ etre retenus par ^change d'anion sur une colonne AGI-X2 - 
(forme acetate) et le peptide §lue* par de I'acide acetique a 0,1% (pH 3,5). L'ac§tate d'ammonium obtenu 
est lyophilisable. 

75 • • • • ' • • •' ' ' ' 

Controle de purete 

1 . Chromatographie sur couche mince de silice avec detection par : 
. " - ninhydrine (NH 2 ) " ~~ ~~ . 
20 - TDM(NH) • * 

- r^actif d'Ehrlich (paradime^hylaminobenzald6hyde) (sp^cifique du Trp) 



Solvants de migration 


Rf ... 


Butanol- 1 / Acide Acetique/Eau 

V 1 1 ' 


r 0 ■ 1 


Methanol / chlor 0 forme / ammoni aque 2 5 7. 
6 0 4 0 2 0 


0.42 



2. HPLC sur colonne analytique Spherisorb OD5.2 5 u 

Eluant : gradient d'Ac^tonitrile (TFA 0.1%) dans H 2 0 (TFA 0.1%), de 0 a 80% en 25 nm, a 1 ml/nm. 
Detection : Densite* optique a 205-215 nm (liaison peptidique) et a 270-290 nm (Trp) *. 
40 T Retention RGDW : 15 nm soit 48% d'ac&onitrile (TFA 0,1%). 

3. Analyse d'acides amines 

Apres hydrolyse a 110 * C pendant 27 heures par HCI/Acide propionique (50/50) en presence de 
mercaptoethanol (0,1%). 

45 - Equivalent mo^airr? 



Trp NO 
Asp 1 
so Cly 0,92 

Arg , 0.95 
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Exemple 2 : 
Synthese du peptide 
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H-Arg-Gly-Asp-Phe-OH (ou R G D F) 

Ce peptide a ete synthetise en phase solide en utiiisant les methodes suivantes : 

- support : resine Merrifield chloromethyiee (0.7 mmol Cl/g) a 2% de divinylbenzene. 
s Preparation de Boc-Phe-resine : 

7,5 mmoles (2g) de Boc-Phe-OH solubilisees dans 10 ml d'ethanol ont ete additionnees de 3,75 
mmples (l,22g) de CS2CO3 dans 2 ml d'eau. Le sel de cesium forme (Boc-Phe-OCs, 7,5 mmol) apres 
quelques minutes d'agitation a ete evapore a sec et mis au dessicateur sous vide pendant 48 h. II a 
et6 ensuite resolubilise" par 80 ml de DMF et melange" a 10,7g de resine (0.7 mmol CI). La reaction a 

70 . ete realisee en 24 h. sous agitation dans un bain chauffant a 50 *C. La resine derivatisee (Boc-Phe- 
resine) a ete ensuite filtree et lav^e par DMF, DFM/H2O, DMF, EtOH, puis s^che sous vide pendant 3 
h. Le taux de substitution de la resine a ete calculi par analyse d'acide amine* apres hydrolyse a 
150'C, pendant 3 h., par le melange HCI/acide propionique (50/50). La substitution obtenue a ete de 
0,24 mmol Phe/g resine. 

75 , - couplage : 

Tous les derives amines incorpor§s ont ete couples par la methode du carbodiimide DCC en 
presence de catalyseur HOBT (2 Equivalents Phe en acide amine, en DCC et en HOBT). 
Les derives proteges utilises et leur milieu de solubilisation ont ete les suivants : 

20 Oerives Solvants 

Boc-Asp-O-Bzl DCM 

Boc-Gly DCM 
2S Boc-Arg(Tos) DMF . 

Les couplages ont ete realises en 2 h. dans du DCM. 

Les deprotections par TFA et les couplages ont tous ete controls par un test de Kaiser. 

- clivage : , , . . • 

30 Le clivage du peptide synthetise a ete effectue par HF (10 ml/g resine) en presence d'anisol (1 

mg/g res.) pendant 1 h. a 0*C. Apres lavage a rether, le peptide a ete ensuite extrait par de Pacide 
acetique a 15% et lyophilise. 

- purification : sur colonne de Sephadex G10 eiuee par de I'acide acetique a 10% 

- controle : 

35 . analyse d'acide amine : apres hydrolyse pendant 30 mn a 150* C par HCI/acide propionique 50/50 

. chromatographic sur couche mince de silice : 

eiuant: CH3OH/CHCI3/NH4 OH 25% (60/40/20) ., . 

detection:- phenantrene quinone (Arg) 
1 ninhydrine (NH 2 ) 
40 TDM(NH) 
R, = 0,51 

eiuant 2 : 2-butanone/CH 3 COOH/H 2 0 (10/30/25) 
R, = 0,73 

eiuant 3 : butanol/CH 3 COOH/H 2 0 (75/10/24) 
45 Ri = 0,16 

Exemple 3 : 

Synthase du peptide : 
50 ■■ 
H-Leu-Arg-Gly-Asp-Phe-OH (ou L R G D F). 

Ce peptide a ete synthetise, purine et analyse selon les memes methodes que le peptide de Texemple 
i. ' 
55 Ses caracteristiques analytiques sont les suivantes : 
. chromatographie sur couche mince d silice : 
eiuant 1 :CH 3 OH/CHCl3/NH 4 OH 25% (60/40/20) 
R, = 0,82 

' : 7 " . 
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eluant 2 : 2-butanone/CH 3 C0OH/H 2 O (10/30/25) . 
R, = 0,69 

eluant 3 : butanol/CH 3 COOH/H 2 0 (75/10/24) 
R, = 0,21 

5 On donnera ci-apres des r£sultats des eludes pharmacologiques mettant en Evidence les propri£t£s des 
. derives peptidiques de forrnule I 

1 . Inhi bition de la liaison plaquette-fibrinogene 

70 Preparation des plaquettes 

Les plaquettes sont isol4es a partir de 60 ml de sang humain preMeve* sur un tampon anticoagulant, 
PACD, a raison d'1 volume d'ACD pour 6 volumes de sang. 
L'ACD a la composition suivante : 

75 • . • . ' ' ■ " ' 



Citrate trisodique 5 H 2 0 


5,95 g 


Acide citrique 


3,41 g 


Dextrose 


5g 


H 2 0 


qsp 250 ml 



Le sang est ensuite centrifuge 20 mn a 1000 t/mn (centrifugeuse JOUAN E 96)' a temperature 
ambiante. 

Le PRP (plasma riche en plaquettes) est decante et additionne de PGEi 0,1 uM puis centrifuge 15 mn 
25 a 2000 t/mn. 

Les plaquettes obtenues dans le cutot sont alors reprises par 1 ml de tampon Tyrode-albumine pH 7,2 
pr§pare" selon la composition suivante : 



30 



Tampon Tyrode (solution mere) : 


NaCI 


1,3 M 


KCI 


0,026 M 


NaHCOa 


0,12 M 



Tampon Tyrode-albumine : 


solution mere 


1/10 M 


D-glucose 


0,0055 M 


albumine 


2% 


HC1 1 M 


qsp pH 7.2 



Les plaquettes sont lav£es sur une colonne de Sepharose CL 2B par du tampon Tyrode-albumine pH 
45 7,2 puis les plaquettes recueillies sont dilutes a la concentration de 2.10 s pi ./ml. 

Les essais sont realises sur 4.1 0 7 plaquettes en presence de CaCI 2 (0,5 mM), de 125 I- 
fibrinogene(0,1.10" 6 M) et de differentes concentrations de peptide, et la stimulation des plaquettes est 
provoqu^e par de I'ADP (5.10~ 6 M). Apres 15 mn d'incubation et depot sur une solution de saccharose a 
15% le complexe 125 l-fibrinogene-piaquette est isole* par centrifugation a 12000 t/mn pendant 2 mn. 
50 Les resultats sont donnes sous forme de CI50 dans le tableau II. Ce tableau donne egalement la 
. sequence des peptides. 

2. Inhibition de I'agregation plaquettaire 

55 L'effet des peptides synthetiques sur I'agregation plaquettaire a ete §tudie* sur des plaquettes isolees 
comme pr6c£demment pour I'etude de la liaison au fibrinogene. La stimulation des plaquettes est 
Egalement obtenue par I'ADP 5.10" 6 M et I'essai realise* en presence de fibrinogene 1,1.10" 6 M et de CaCI 2 
0.5.10" 6 M. . ( . 
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Les r'sultats sont donnes dans le tableau II et mettent en evidence un activite inhibitrice sur 
Pagregation plaquettaire des peptides de formule I. 



Tnblenu II 



15 



Peptide 


Noaonclaturo 


Inhibition IC50 <uM) 


Liaison ploquettairo 
Fibrinogeno 


Agregation 


\rg ' - Gly - Asp - Trp 


R G 0 W 


3.6 




10 


Arg - Gly - Asp - Phe 


R G D F 


7 




15 


Leu - Arg - Gly - Asp - ' Phe 


t R C 0 F 


20 "■ / 




20 



20 Les derives peptidiques de formule I peuvent etre utilises notamment pour le traitement et la prevention 
des thromboses, en particulier dans les etets pr^thrombotiques pour bloquer l'agr£gation plaquettaire. 
lis peuvent 6galement exercer un effet inhibiteur sur 

- I'adh^sion des plaquettes sanguines aux cellules endoth£liales des parois vasculaires ou du sous 
endothelium. 

25 - I'atherogSnese 

- le d§veloppement de metastases 

- la r^ponse inflammatoire " . _ 

Les compositions therapeutiques selon Tinvention peuvent §tre administrees a I'homme ou aux animaux 
par voie orale ou parenterale. > ■ ^ 

30 Elles peuvent etre sous la forme de preparation solides, semi-solides ou liquides. Comme exemples, on 
peut citer les comprim£s, les g£lules, les solutions ou les suspensions injectables. . 

Dans ces compositions le principe actif est g^neratement melange* avec un ou plusieurs excipients 
pharmaceutiquement acceptables habituels bien connus de I'homme de Tart. 

Les compositions therapeutiques peuvent contenir notamment de 1 a 60% en poids de principe actif. 
35 La quantity de principe actif administre'e depend evidemment du patient qui est traits, de la voie 
d 'administration et de la seVeVite' de la maladie. Elle est ge*rie>alement de 1 a 5000 mg. . 

ANNEXE - • , ' 

40 Abreviations usuelles de la chimie des peptides 



BHA : 


benzylhydrylamine (resine) 


Boc : 


tert-butyloxycarbonyle 


Bpoc : 


2-(4-biph£nylyl)propyl(-2)oxycarbonyle 


Bzl : 


benzyle 


Clz : 


2-chlorobenzyloxycarbonyle 


DCC : 


dicyclohexylcarbodiimide 


DCM : 


. dichlorom^thane 


DMF : 


dim£thylformamide 


EDC : 


N-ethyl-N'-(3-dim&hylaminopropyl) carbodiimide 


EEDQ : 


N-ethyloxycarbonyl-2-ethyloxy-1,2-dihydroquinoline 


Fmoc : 


9-fluor6nylm§thyloxycarbonyle 


HOBT : 


1 -hydroxy benzotriazole 


MBHA : 


4-methylbenzhydrylamine (resine) 


TDM : 


N,N,N\N' ,tetramethyl-4,4'-diaminodiphenylmethane 


TFA : 


acide trifluoroac6tique 


Tos : 


tosyle 


Xan : 


xanthyle 



9^ 




EP 0 275 748 B1 



Symboles des acides amines 


A 


Ala 


alanine 


C 


Cys 


. cysteine 


D 


Asp 


acide asparttque 


E 


Glu 


acide glutamique 


F 


Phe 


phenylalanine 


G 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


lie 


i<;nlfii ir*irifi 


K 


Lys 


lysine 


. L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg . 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


Val 


valine 


w 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 



35 



45 



50 



55 



Revendications 

Revendicatlons pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Derives peptidiques de formule 
X 1 - X 2 - Gly - Asp - X 3 - X 4 (I) 
dans laquelle "... 

X 1 represente I'hydrogene, un groupe N-protecteur, un residu d'acide amine ou un residu d'acide . 
amine N- protend, 

X 2 represente un residu L-Arg ou D-Arg, L-Orn ou D-Orn, N-aminocarbonyl L-Orn ou N-amino 
carbonyl-D-Orn, ou L-Lys ou D-Lys, 

X 3 represente un residu L-Trp,N-Trp,L-Leu, D-Leu,L-lle,D-lle,L-Phe,D-Phe ou un enchaTnement de 2 
^ ou 3 de ces r^sidus, et 

X* represente un groupe -OH, -NH2, -OR 1 avec R 1 representant un radical alkyle en Ci a C*, NHR 2 
avec R 2 representant un radical alkyle en Ci a C*, ou un residu d'acide amine, 

X 1 et X* pouvant former un pont disulfure lorsqu'ils represented tous deux un residu Cys. . 

2. Derives peptidiques selon la revendication 1 dans lesquels, 

X 1 represente I'hydrogene ou un residu L-Leu ou D-Leu, 
X 2 represente un residu L-Arg ou D-Arg, 

X 3 represente un residu L-Trp,D-Trp,L-Leu, D-Leu,L-lie.D-lle,L-Phe ou D-Phe. et 
X 4 represente un groupe OH. 

3. Peptide de formule •' • 
H - Arg - Gly. - Asp - Trp - OH. 

4. Peptide de formule 

H - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 

5. Peptide de formule . 
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H - Leu - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 



6. 



Composition therapeutique. caracterisee en ce qu'elle contient a titre de principe actif un derive 
peptidique selon Tune quelconque des revendications 1 a 5. 



7. 



Agent de diagnostic, caracterise en ce qu'jl contient un derive peptidique seton Tune quelconque des 
revendications 1 a 5. 



Revendications pour I'Etat contractant suivant : ES 



1. 



Procede de preparation de derives peptidiques de formule 



X 1 - X 2 - Gly - Asp - X 3 - X 4 



(") 



dans laquelle 

X 1 represents i'hydrogene, un groupe N-protecteur, un residu d'acide amine ou un residu d'acide 
amin6 N- protege, ' ' ■" - * • / 

X 2 repr^sente un residu L-Arg ou D-Arg, L-Orn ou D-Orn, N-aminocarbonyl L-Orn ou N-amino 
carbonyl-D-Orn. ou L-Lys ou D-Lys, , 

X 3 represents un residu L-Trp,N-Trp,L-Leu, D-Leu, L-lle,D-lle,L-Phe,D-Phe ou un enchaTnement de 2 
ou 3 de ces residus, et . - . - 

X* repr^sente un groupe -OH, -NH 2 . -OR 1 avec R 1 repr^sentant un radical alkyle en Ci'a C*. NHR 2 
avec R 2 representant un radical alkyle en Ci a C*. ou un residu d'acide amine, . 
caracterise en ce que Ton prepare ces derives par synthese peptidique. 

2. Procede selon la revendi cation 1 , caracterise en ce que Ton prepare un derive peptidique de formule I - 
* dans laquelle, 

X 1 represente I'hydrogene ou un residu L-Leu ou D-Leu, 
X 2 represente un residu L-Arg ou D-Arg, 

X 3 represente un residu L-Trp,D-Trp,L-Leu t D-Leu, L-lle.D-lle, L-Phe ou D-Phe, et 
X* represente un groupe OH. . - 

3. Procede selon la revendication 1 , caracterise* en ce que Ton prepare un peptide de formule 
H - Arg - Gly - Asp - TYp - OH. 

4. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que Pon prepare un peptide de formule 
H - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 

5. Procide selon la revendication 1 , caracterise en ce que Pon prepare un peptide de formule 
H - Leu - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 

6. Procede* de preparation d'une composition theVapeutique, caracteVise* en ce que Ton met un deVive* 
peptidique tel que defini a la revendication 1 sous une forme pharmaceutiquement acceptable. 

7. Utilisation d'un derive peptidique tel que defini a la revendication 1 pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique. 

8. Agent de diagnostic, caracterise en ce qu'il contient un derive peptidique tel que defini a la 
revendication 1. . 

R vendicati ns p ur I'Etat contractant suivant : GR 

1. Derives peptidiques de formule 
X 1 - X 2 - Gly - Asp - X 3 - X* (I) 
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dans laquelle ; - . - 

X 1 represente I'hydrogene, un groupe N-protecteur, un residu d'acide amine ou un residu d'acide 
" amine N- protege, 

5 X 2 represente un residu L-Arg ou D-Arg. L-Orn ou D-Orn. N-aminocarbonyl L-Orn ou N-amino 

carbonyl-D-Orn, ou L-Lys ou D-Lys, 

X 3 represente un residu L-Trp.N-Trp.L-Leu^D-Leu.LHIe.D-lle.L-Phe^-Phe ou un enchancement de 2 
ou 3 de ces r^sidus, et 

X 4 represente un groupe -OH. -NH2, -OR 1 avec R 1 repr£sentant un radical alkyle en C1 a C*. NHR 2 
70 avec R 2 representant un radical alkyle en Ci a C*. ou un residu d'acide amine, 

X 1 et X* pouvant former un pont disulfure iorsqu'ils represented tous deux un residu Cys. 

2. Derives peptidiques selon la revendication 1 dans lesquels, 

X 1 represente I'hydrogene ou un residu L-Leu ou D-Leu, 
15 X 2 represente un residu L-Arg ou D-Arg, 

X 3 represente un residu L-Trp, D-Trp, L-Leu, D-Leu, L-lle,D- lie, L- Phe ou D-Phe, et 
; 4 "* - X 4 ' represente un groupe OH. 

3. Peptide de formule ■ . 
. H - Arg - Gly - Asp - Trp - OH. 

4. Peptide de formule - ' 
25 H - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 

5. Peptide de formule 

H - Leu - Arg - Gly - Asp - Phe - OH., 

30 ' •' • '• ' . • 

6. Procede de preparation d'une composition therapeutique, caracterise en ce que Ton met un derive 
peptidique selon Tune quelconque des revendications 1 a . 5 sous une forme pharmaceutiquement 
acceptable. ' - ■ 

35 7. Utilisation d'un derive peptidique selon Tune quelconque des revendications 1 a 5 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique. 

8. Agent de diagnostic, caracterise en ce qu'il contient un derive peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5. - 

40 

Claims *•■„'. 

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH; DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Peptide derivatives of the formula 

45 ■ - • . • • . ■ , - 

X 1 - X 2 - Gly - Asp - X 3 - X* (I) 

in which 

X 1 represents hydrogen, an N-protecting group, an amino acid residue or an N-protected amino acid 
so residue, * / ' - 

X 2 represents a residue of L-Arg or D-Arg, L-Orn or D-Orn, N-aminocarbonyl-L-Orn or N-aminocarbonyl- 
D-Om, or L-Lys or D-Lys, 

X 3 represents a residue of L-Trp, N-Trp. L-Leu, D-Leu, L-lle, D-lle, L-Phe or D-Phe or a chain containing 
two or three of these residues, and 
55 X* represents a -OH, -NH 2 , -OR 1 group in which R 1 represents a Ci to C* alkyl radical, an NHR 2 group 
in which R 2 represents a Ci to C4 alkyl radical, or an amino acid residue, 
X 1 arid X* being able to form a disuiphide bridge when they both represent a Cys residue. 
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2. Peptide derivatives according to Claim 1 , in which 

X 1 represents hydrogen or an L-Leu or D-Leu residue, 
X 2 represents an L-Arg or D-Arg residue, 

X 3 represents a residue of L-Trp, D-Trp, L-Leu, D-Leu. L-lle, D-lle, L-Phe or D-Phe, and ' ' ■ 

X* represents an OH group. 

3. A peptide of the formula 

H - Arg - Giy - Asp - Trp - OH. 

4. A peptide of the formula 

H - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 

5. -A peptide of the formula 

H - Leu - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. : 

6. A therapeutic composition, characterised in that it contains, as an active principle, a peptide derivative 
according to any one of Claims 1 to 5. 

7. A diagnostic agent, characterised in that it contains a peptide derivative according to any one of Claims 

" 1 to 5. ■ ■■■ ■ .... . ■ .. _ . 

Claims for the following Contracting State : ES 

1 V A method of preparing peptide derivatives of the formula ' 
X 1 - X 2 - Gly - Asp - X 3 - X* (I) 
in which 

X 1 represents hydrogen, an N-protecting group, an amino acid residue or an N-protected amino acid 
residue, . 

X 2 represents a residue of L-Arg or D-Arg, L-Orn or D-Orn, N-aminocarbonyl-L-Orn or N-aminocarbonyl- 
D-Orn, or L-Lys or D-Lys, ■ f 

X 3 represents a residue of L-Trp, N-Trp, L-Leu, D-Leu, L-lle, D-lle, L-Phe or D-Phe or a chain containing 
two or three of these residues, and, 

X 4 represents a -OH, ?NH 2 , -OR 1 group in which R 1 represents a Ci to C+ alkyl radical, an NHR 2 group 
in which R 2 represents a Ci to C* alkyl radical, or an amino acid residue, 
characterised in that these derivatives are prepared by peptide synthesis. 

2. A method according to Claim 1 ( characterised in that a peptide derivative of formula I is prepared, in 
which 

X 1 represents hydrogen or an L-Leu or D-Leu residue, 
X 2 represents an L-Arg or D-Arg residue, 

X 3 represents a residue of L-Trp, D-Trp, L-Leu, D-Leu, L-lle, D-lle, L-Phe or D-Phe, and 
X* represents an OH group. 

3. A method according to Claim 1, characterised in that a peptide is prepared having the formula 
H - Arg - Gly - Asp - Trp - OH. 

4. A method according to Claim 1 , characterised in that a peptide is prepared having the formula 
H - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 

5. A method according to Claim 1 , characterised in that a peptide is prepared having the formula 
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H - Leu - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. , 

6. A method of preparing a therapeutic composition, characterised in that a peptide derivative as defined 
in Claim 1 is put in a pharmaceuticaliy acceptable form. 

7. The use of a peptide derivative as defined in Claim 1 for the preparation of a , pharmaceutical 
composition. , 

8. A diagnostic agent, characterised in that it contains a peptide derivative as defined in Claim 1. 
Claims for the following Contracting State : GR 

1. Peptide derivatives of the formula 

75 X 1 - X 2 - Gly - Asp - X 3 - X* (I) / 
in which . . . 

X 1 represents hydrogen, an N-protecting group, an amino ^acid residue or an N-protected amino acid 
residue, ! ' , . .. . 

20 X 2 represents a residue of L-Arg or D-Arg. L-Orn or D-Orn, N-aminocarbonyl-L-Orn or N-aminocarbonyl- 
. D-Orn, or L-Lys or D-Lys, . 
X 3 represents a residue of L-Trp, N-Trp. L-Leu, D-Leu, L-lle, D-lle, L-Phe or D-Phe or a chain containing 
two or three of these residues, and 

X* represents a -OH, -NH2, -OR 1 group in which R 1 represents a C1 to C* alkyl radical, an NHR 2 group 
25 in which R 2 represents a C1 to C4 alkyl radical, or an amino acid residue, 

X 1 and X 4 being able to form a disulphide bridge when they both represent a Cys residue. 

2. Peptide derivatives according to Claim i, in which 

X 1 represents hydrogen or an L-Leu or D-Leu residue, 
30 X 2 represents an L-Arg or D-Arg residue, 

. X 3 represents a residue of L-Trp, D-Trp, L-Leu, D-Leu, L-lle ; D-lle, L-Phe or D-Phe, and - v 

X* represents an OH group. . 
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3. . A peptide of the formula 
H - Arg - Gly - Asp - Trp - OH. ' 

4. A peptide of the formula 

40 H - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 

5. A peptide of the formula 

H - Leu - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 
45 ■ • ' • 

6. A method of preparing a therapeutic composition, characterised in that a peptide derivative according 
to any one of Claims 1 to 5 is put in a pharmaceuticaliy acceptable form. 

7. The use of a peptide derivative according to any one of Claims 1 to 5 for the preparation of a 
50 pharmaceutical composition. 

8. A diagnostic agent, characterised in that it contains a peptide derivative according to any one of Claims 
1 to 5. 

55 Pat ntanspruche 

Pat ntanspruche fUr folgend Vertragsstaat n : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Peptidderivate der Formel ■ * 
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X 1 - X 2 - Gly - Asp - X 3 - X* (I), 
in der - 

5 X 1 fur Wasserstoff, eine N-Schutzgruppe, ein Aminosaurerest oder ein N-geschutzter AminosSure- 

rest, 

X 2 fCJr einen L-Arg- oder D-Arg-, L-Orn- oder D-Orn- ( N-Aminocarbonyl- L-Orn- . oder N- 
Aminocarbonyl-D-Orn- oder L-Lys- oder D-Lys-Rest, 

X 3 fur einen L-Trp-, N-Trp- ( L-Leu-, D-Leu-, L-lle-, D-lle-. L-Phe-, D-Phe-Rest oder eine Kette von 2 
w . oder 3 dieser Reste, und 

X 4 fur eine OH-Gruppe, NH 2 -Gruppe, OR^Gruppe, stehen, wobei R 1 fur eine Alkylgruppe mit 1 bis 
.4 Kohlenstoffatomen, NHR 2 mit R 2 fUr eine Alkylgruppe mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen oder einen 
Aminosaurerest steht, und wobei 

X 1 und X 4 eine Disuifurbrucke bilden konnen, wenn sie beide der Rest Cys sind. 
is ' ■ ' . . : . ; .' 

2. Peptidderivate nach Anspruch 1 , wobei 

X 1 fUr Wasserstoff oder einen L-Leu- oder D-Leu-Rest, 
X 2 fur einen L-Arg- oder D-Arg-Rest, 

X 3 fur einen L-Trp-, D-Trp-, L-Leu-, D-Leu-, L-lle-.^D-Me-, L-Phe- oder D-Phe-, und 
20 X 4 fUr den OH-Rest stehen. 

3. Peptid der Formel 

H - Arg - Gly - Asp - Trp -OH. 

25 • ' ' 

4. Peptid der Formel 

H - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 
30 5. Peptid der Formel 

H - Leu - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 

6. Therapeutische Zusammensetzung, gekennzeichnet durch Gehalt an einem Peptidderiyat gemafi einem 
35 der AnsprOche 1 bis 5 als Wirkstoff. 

7. Diagnostisches Mittel, gekennzeichnet durch Gehalt eines Peptidderivats nach einem der Anspruche t 
bis 5. , 

40 Patentanspriiche fiir folgenden Vertragsstaat : ES 

1. Verfahren zur Herstellung von Peptidderivaten der Formel 
X 1 - X 2 - Gly - Asp - X 3 - X 4 (I), 

45 , 

in der 

X 1 fQr Wasserstoff, eine N-Schutzgruppe, ein Aminosaurerest oder ein N-geschOtzter Aminosaure- 
rest, . • 

X 2 fur einen L-Arg- Oder D-Arg-, * L-Orn- Oder D-Orn-, N-Aminocarbonyl- L-Orn- oder N- 
50 Aminocarbonyl-D-Orn- oder L-Lys- Oder D-Lys-Rest, 

X 3 fUr einen L-Trp-, N-Trp-, L-Leu-, D-Leu-. L-lle-, D-lle-, L-Phe-, D-Phe-Rest oder eine Kette von 2 
oder 3 dieser Reste, und 

X 4 fUr eine OH-Gruppe, NH2-Gruppe, OR^Gruppe, stehen, wobei R 1 fOr eine Alkylgruppe mit 1 bis 
4 Kohlenstoffatomen, NHR 2 mit R 2 fiir eine Alkylgruppe mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen oder einen 
55 Aminosaurerest steht, 

dadurch gekennzeichnet, dafi man diese Derivate durch Peptidsynthese herstellt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB man ein Peptidderivat der Formel I herstellt, 
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in der ' ; 

X 1 fur Wasserstoff oder einen L-Leu- oder D-Leu-Rest, 
X 2 fur einen L-Arg- oder D-Arg-Rest, 

X 3 fur einen L-Trp-. D-Trp-, L-Leu-, D-Leu-, L-ile-, D-lle-, L-Phe- Oder D-Phe-, und 
X 4 fur den OH-Rest stehen. 

a Verfahren zur Herstellung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafl man ein Peptid der Formel 

H - Arg - G)y - Asp - Trp -OH herstellt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 man ein Peptid der Formel 

j ... * 

H - Arg - Gly - Asp - Phe - OH herstellt. 
75 5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Peptid der Formel 
H - Leu - Arg - Gly - Asp - Phe - OH herstellt. . 

6. Verfahren zur Herstellung einer therapeutische'n Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB man 
20 ein Peptidderivat nach Anspruch 1 in eine pharmazeutisch vertragliche Form bringt. 

7. Verwendung eines Peptidderivats nach Anspruch 1 fur die Herstellung einer pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung. : . 

25 8. Diagnosemittel, gekennzeichnet durch Gehalt an einem Peptidderivat nach Anspruch 1 . 

Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat : GR 

1. Peptidderivate der Formel 

X 1 - X 2 - Gly - Asp - X 3 - X 4 (I), 
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in der . ' • • 

X 1 fFJr Wasserstoff, eine N-Schutzgruppe, ein AminosSurerest oder ein N-geschGtzter Aminosaure- 
35 : rest, • ' . 

■ X 2 fur einen L-Arg- oder I>Arg-, L-Orn- oder D-Orn-, N-Aminocarbonyl- L-Orn- Oder N- 
Aminocarbonyl-D-Orn- oder L-Lys- oder D-Lys-Rest, 

X 3 fUr einen L-Trp-, N-Trp-, L-Leu-, D-Leu-, L-lle-, D-lle-, L-Phe-, D-Phe-Rest oder eine Kette von 2 
Oder 3 dieser Reste, und 

40 X 4 fur eine OH-Gruppe, NH 2 -Gruppe. OR^Gruppe, stehen, wobei R 1 fur eine Alkylgruppe mit 1 bis 

4 Kohlenstoffatomen, NHR 2 mit R 2 fur eine Alkylgruppe mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen oder einen 
Aminosaurerest steht, und wobei . 

X 1 und X 4 eine DisulfurbrUcke bilden konnen, wenn sie beide der Rest Cys sind. 

45 2. Peptidderivate nach Anspruch 1 , wobei 

X 1 fur Wasserstoff oder einen L-Leu- oder D-Leu-Rest, 
X 2 fOr einen L-Arg- oder D-Arg-Rest, 

X 3 fUr einen L-Trp-, D-Trp-, L-Leu-, D-Leu-, L-lle-, D-lle-, L-Phe- oder D-Phe-, und 
X 4 fur den OH-Rest stehen. 

50 

a Peptid der Formel 

H - Arg - Gly - Asp - Trp -OK 
55 4. Peptid der Formel 

H - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 
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5. Peptid der Formel 

H - Leu - Arg - Gly - Asp - Phe - OH. 

5 6. Verfahren zur Herstellung einer therapeutischen Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dafl man 
ein Peptidderivat nach einem der Anspruche 1 bis 5 in pharmazeutisch vertragliche Form bringt. 

7. Verwendung eines Peptidderivats gemafl einem der AnsprUche 1 bis 5 fQr die Herstellung einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung. 
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8. Diagnosemittel, gekennzeichnet durch Gehalt an einem Peptidderivat nach einem der Anspruche 1 bis 

5. •. . - 



20 



30 



50 



55 
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